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Введение. Известно, что функционирование эукариотической клетки, 
в том числе и пролиферация, контролируются специфическими регуля-
торними макромолекулами в результате их взаимодействия с опре-
деленными рецепторами — молекулами белковой природы, локализо-
ванными на поверхности клеток-мишеней. Модификация рецептора яв-
ляется ключевым моментом в передаче регуляторного сигнала внутрь 
клетки. В настоящее время установлен, выделен и охарактеризован 
ряд факторов роста (ФР), запускающих пролиферацию соответствую-
щих типов клеток [1, 2]. К ним причисляют не только полипептиды, 
непосредственно взаимодействующие с рецепторами пролиферации, по 
и вещества, стимулирующие синтез самих рецепторов. Обычно куль-
тивируемые нормальные клетки пролиферируют в ответ на находя-
щиеся в сыворотке экзогенные ФР. В отличие от нормальных, у многих 
неопластических клеток потребность в сыворотке снижена, так как 
они сами секретируют в среду ФР, связывающиеся с рецепторами про-
дуцирующих их клеток, в результате чего происходит аутостимуляция 
роста [3—5]. Многочисленные данные указывают на взаимосвязь он-
когенов с нормальными ФР или же их рецепторами. Другая возмож-
ность аутостимуляции трансформированных клеток — генерация проли-
феративного сигнала посредством внутриклеточных онкопродуктов [6, 
7]. Согласно современным представлениям, размножение лимфоцитов 
(эффекторных клеток иммунной системы) является результатом акти-
вации различными антигенами или лектинами синтеза и секреции ФР 
Т- и В-лимфоцитов и формирования рецепторов на клеточной поверх-
ности отвечающих на них клеток [8—10]. 
В данной работе в бессывороточной среде исследовалась пролифе-
рация лимфоцитов периферической крови крупного рогатого скота, 
больного хроническим лимфолейкозом (ХЛЛ), неопластическим В-лим-
фопролиферативным заболеванием. Обнаружена спонтанная пролифе-
рация лейкозных лимфоцитов при культивировании in vitro без добав-
ления экзогенных ФР и в отсутствие митогенной стимуляции. Полу-
ченные данные указывают на присутствие активности, стимулирующей 
пролиферацию, в среде, кондиционированной культивируемыми лей-
козными лимфоцитами (КС). Полученные данные позволяют объяс-
нить спонтанную пролиферацию лейкозных лимфоцитов аутостимуля-
цией. Предварительные сообщения результатов этой работы были опуб-
ликованы ранее [11, 12]. 
Материалы и методы. Для исследований использовали лимфоциты 10 животных, 
больных ХЛЛ. Детальное изучение закономерностей пролиферации клеток в культуре 
проводили на лимфоцитах крови одного животного (число лимфоцитов в 1 мм3 пери-
ферической крови варьировало от 50000 до 100000). Мононуклеарные клетки выделяли 
из гепаринизированной (20 ед/мл) крови. Фракционирование проводили по методу 
[13] в смеси 5,7% фиколла и 6 0 % верографина (удельная масса 1,077). Количество 
жизнеспособных клеток, неокрашивающихся трипановым синим, составляло в 
среднем 95 %. Чтобы исключить возможность стимуляции лимфоцитов фи-
коллом, в отдельных опытах лимфоциты получали из цельной крови после 
гемолиза в растворе трис-ЫН4С1 [14] и удаления прилипающих к стеклу клеток. 
Следует отметить, что эти процедуры не приводили к исчезновению спонтанной проли-
ферации лимфоцитов. Затем клетки трижды промывали раствором Хенкса, в зависи-
мости от цели опыта разводили до концентрации 0,5—4 млн/мл в культуральной среде 
Игла (СССР) с антибиотиками (100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина), 
глутамином (0,3 мкг/мл) и инкубировали в конусных пробирках в конечном объеме 
среды 2 мл. В некоторых опытах культуральную среду через 24 ч после начала куль-
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тивирования заменяли свежей. Синтез Д Н К после определенного времени оценивали по 
включению [3Н]тимидина во фракцию, нерастворимую в 5 %-ной грихлоруксусной 
кислоте. [3Н]тимидин (СССР, 74 кБк /мл среды) добавляли за 20 ч до окончания 
культивирования. 
Для приготовления КС лейкозные лимфоциты выращивали 48 ч при концентрации 
клеток 4 млн/мл. Супернатанты, полученные после осаждения клеток центрифугиро-
ванием при 3000 g в течение 15 мин, диализовали 2 сут против 100-кратного объема 
среды Игла и хранили при 4 °С до тестирования. Активность, стимулирующую проли-
ферацию, в КС оценивали по увеличению спонтанного синтеза Д Н К в лейкозных лим-
фоцитах (4 млн в 2 мл) после культивирования в течение 2 сут. 
Устойчивость активности, стимулирующей пролиферацию, к температуре исследо-
вали при 30-минутном термостатировании КС в водяной бане. Устойчивость к трипси-
ну определяли при двухчасовой инкубации (37 °С) с добавлением 100 мкг/мл трипсина 
(«Sigma», США). Протеолиз останавливали ингибитором трипсина (100 мкг/мл) из 
соевых бобов («Sigma», США). Контрольную среду, как и КС, подвергали аналогич-
ным воздействиям, после чего проводили диализ. 
Тестирование всех вариантов осуществляли в трех повторах 3—10 опытов. Синтез 
Д Н К оценивали как в абсолютных единицах (имп/мин), так и в процентах относи-
тельно контроля. 
Результаты и обсуждение. Установлено, что в культивируемых 
лимфоцитах периферической крови крупного рогатого скота, больного 
ХЛЛ, без добавления экзогенных ФР или митогенной стимуляции про-
исходит спонтанное увеличение синтеза ДНК. Спонтанной пролифе-
ративной активностью in vitro обладали лимфоциты всех исследуемых 
животных, однако степень включения [3Н]тимидина в различных об-
разцах варьировала. В среднем при культивировании клеток в кон-
центрации 2 млн/мл наблюдаемое максимальное включение [3Н]ти-
мидина на 3-й сут соответствовало 20-кратному увеличению синтеза 
Д Н К по сравнению с первыми сутками (рис. 1). Последующее его 
снижение до начального уровня наблюдалось на 5—6-е сут. В морфо-
логическом отношении при культивировании лейкозных лимфоцитов к 
Рис. 1. Включение [3Н]тимидина в Д Н К лей-
козных лимфоцитов при культивировании in 
vitro в бессывороточной среде Игла без до-
бавления экзогенных ФР и митогенной стиму-
ляции. Лимфоциты инкубировали в 2 мл среды 
Игла при концентрации клеток 2-Ю6 в 1 мл 
Fig. 1. [ 3Н] thymidine incorporation into DNA 
of leukemic lymphocytes cultured in the serum-
free Eagle medium in the absence of exogenous 
growth factors and mitogenic stimulation. 
Lymphocytes were plated at concentration of 
2X106 cells/ml 
48—72 ч инкубации отмечалось увеличение размеров клеток, формиро-
вание агрегатов, наблюдались единичные митозы (данные не пред-
ставлены) . 
По современным представлениям, пролиферацию клеток в бессы-
вороточной среде можно объяснить либо выделением в среду аутости-
мулирующих ФР, либо присутствием автономно функционирующего 
внутриклеточного регуляторного механизма. Мы исследовали возмож-
ность синтеза ФР лейкозными лимфоцитами. Если лимфоциты секре-
тируют ФР, то их концентрация в среде определяется количеством 
клеток. Таким образом, вход лейкозных лимфоцитов в митотический 
цикл и последующий синтез Д Н К должны зависеть от концентрации 
клеток. Исследования кинетики синтеза Д Н К показали ярко выражен-
ную зависимость пролиферации от плотности клеток (рис. 2). Лейкоз-
ные лимфоциты в культуре с высокой плотностью клеток начинали 
синтезировать Д Н К раньше, чем в культуре малой плотности. В лим-
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фоцитах, культивируемых при концентрации ниже 1-Ю6 клеток в 1 мл, 
синтез Д Н К на 2-е и 3-й сут практически отсутствовал. С другой 
стороны, если наблюдаемая спонтанная пролиферация зависит от про-
дуцируемых ФР, то удаление ФР сменой среды должно привести к сни-
жению числа клеток, синтезирующих ДНК. Смену среды производили 
центрифугированием после 24 ч преипкубации. Как видно из рис. 3, 
включение [3Н]тимидина в первые сутки после смены среды не отли-
чалось от контроля, но на 2-е сут было значительно ниже. Таким 
Рис. 2. Кинетика включения [3Н]тимидина в Д Н К лейкозных лимфоцитов в зависи-
мости от концентрации клеток в культуре: 1 (а), 2 (б), 4 млн/мл (в). Включение 
[ 3 Н] тимидина измеряли в 1 млн клеток из каждой культуры 
Fig. 2. Dependence of kinetics of [ 3 H] thymidine incorporation into DNA of leukemic 
lymphocytes on cell concentrations in the culture: 1 (a); 2 (6); 4 mill/ml (в). Thymidine 
incorporation was measured in IX10 6 cells from each culture. 
Рис. 3. Влияние смены среды после 24 ч преинкубации клеток на включение [ 3 Н] 
тимидина в Д Н К культивируемых лимфоцитов: а — свежая среда, б — б е з смены сре-
ды. Условия культивирования клеток, как в рис. 1 
Fig. 3. Influence of the change of culture medium 24 h after cell preincubation on [3H] 
thymidine incorporation into DNA of cultured lymphocytes: a — fresh medium, б — 
without the change of culture medium. Cultivation conditions as in Fig. 1. 
образом, удаление культуральной среды резко снижало пролиферацию 
лейкозных лимфоцитов. Это указывает на возможность присутствия 
активности, стимулирующей пролиферацию, в культуральной среде, со-
держащей лейкозные лимфоциты. 
С целью изучения активности, стимулирующей пролиферацию, к 
лимфоцитам в начале культивирования добавляли КС, полученную 
при выращивании в течение 48 ч лейкозных лимфоцитов (4 млн/мл). 
Обнаружено увеличение включения [3Н] тимидина более чем в два 
раза к 40 ч инкубации по отношению к контролю. Отмечается что КС 
не теряла своей активности после двухмесячного хранения при 4 °С. 
Чтобы исключить влияние низкомолекулярных метаболитов на син-
тез Д Н К лейкозными лимфоцитами, КС диализовали. Нами установ-
лено, что диализ среды практически не менял ее активности. Это 
указывает на присутствие в ней ростстимулирующих веществ биопо-
лимерной природы, для выяснения которой КС была подвергнута на-
греванию и протеолизу. Прогревание КС до 80 °С в течение 30 мин 
не меняло ее активности (125%) , однако после нагревания до 100 °С 
она утрачивалась (20%) . С другой стороны, активность, стимулирую-
щая пролиферацию, полностью исчезала (—15 %) после воздействия 
трипсином (100 мкг/мл, 2 ч, 37 °С). Следует отметить, что внесение 
трипсина в среду резко снижало включение [3Н] тимидина как в конт-
рольных культурах, так и в клетках, инкубируемых в КС. Ингибитор 
трипсина из соевых бобов (100 мкг/мл) снимал подавляющий рост 
эффект трипсипа. Сам ингибитор не влиял на пролиферацию клеток 
(остаточная активность составляла 129 %), как и центрифугирование 
при 35 000 g в течение 2 ч (107 %). 
Полученные данные указывают на способность лейкозных лимфо-
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цитов при их культивировании в бессывороточной среде выделять рост-
стимулирующие факторы белковой природы. 
Известно, что лимфоциты крови больных ХЛЛ людей спонтанно 
не пролиферируют и слабо отвечают на стимуляцию различными ми-
тогенами [15]. Есть указания на моноклональную природу ХЛЛ лим-
фоцитов. Общепринято, что лейкозные клетки пролиферируют в лим-
фоидных органах как менее созревшие клетки, которые дифференци-
руются до некоторой степени и затем выходят в циркуляцию [15, 16]. 
Однако имеются единичные данные о повышенном включении [3Н]ти-
мидина в Д Н К лимфоцитов периферической крови больных ХЛЛ лю-
дей [17, 18]. С другой стороны, повышенный синтез Д Н К наблюдался 
в лимфоцитах крови крупного рогатого скота, больного ХЛЛ, при их 
культивировании в средах, содержащих эмбриональную сыворотку 
[19—21]. Известно также, что при культивировании лейкозных лим-
фоцитов крупного рогатого скота наблюдается активация продукции 
и выделение вирусных частиц [20], которые согласно гипотезе рецеп-
торно-опосредованного лейкомогенеза [22] могли бы через антиген-
специфические рецепторы и (или) рецепторы ФР индуцировать про-
лиферацию клеток. Так как центрифугирование КС при 35 ООО g (2 ч) 
не меняло ее активности, то последняя в нашем случае, по всей оче-
видности, не связана с вирусными частицами. Полученные результаты 
соответствуют имеющимся в литературе данным о продукции раство-
римых ФР клеточными линиями В-лимфоидного ряда различного нео-
пластического происхождения [23, 24], которые могут обусловливать 
аутостимуляцию пролиферации. 
Таким образом, показанные нами пролиферация клеток первичной 
культуры лейкозных лимфоцитов в бессывороточной среде, зависимость 
начала синтеза Д Н К от плотности клеток, а также устойчивая к 
температуре, недиализируемая и чувствительная к протеолизу актив-
ность, стимулирующая пролиферацию в кондиционированной культиви-
руемыми лейкозными лимфоцитами среде, указывают на способность 
циркулирующих лимфоцитов при ХЛЛ вырабатывать ФР и на воз-
можность отвечать на их воздействие пролиферацией. Процесс лим-
фомогенеза при ХЛЛ можно объяснить продукцией аутостимулирую-
щих ФР лейкозными клетками. 
GROWTH PROMOTING ACTIVITY IN CULTURE 
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S u m m a r y 
It is shown that leukemic lymphocytes from the peripheral blood of bovine with chronic 
lymphocytic leukemia proliferate in the serum-free Eagle medium in the absence of 
exogenous growth factors and mitogenic stimulation. The nondializable, thermostable, 
trypsin sensitive growth promoting activity is determined in the culture medium condi-
tioned by leukemic cells. The results suggest that circulating leukemic lymphocytes are 
capable of elaborat ing growth factors to which they can respond. 
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